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16. Evoluzione molecolare 



Ipotesi mondo ad RNA 
RNA come enzima 
Ribozimi 

Rimescolamento di esoni 
Duplicazione dei geni 
Elementi mobili 

Genomi mitocondriali e cloroplastici 
Origine dei mitocondri 
Virus ed evoluzione 



http://www.ncbi.nlm.nih.gOv/books/NBK21112/#A8732 




GENOMES 




2 




3 




4 



Ipotesi mondo ad RNA 




$ ò ò ò ò ò ò <: 

|aJ [g] |q| ivi IQJ ISI [aJ 



LA SEQUENZA ORIGINALE 
FA DA STAMPO 
PER LA SEQUENZA 
COMPLEMENTARE 




lui [ci lei W £1 lei lui 



LA SEQUENZA COMPLEMENTARE 
FA DA STAMPO 
PER LA SEQUENZA 
ORIGINALE 




alala 



ODE 






6 




7 




8 




9 



RNA con attività catalitica: hammerhead 
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Il consenso delle teste di marte*o ha 3 strutture 
a steto-ansa e basi conservale 
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Stelo 1 
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Le teste di martello possono essere create 
da interazioni fra due molecole 
compiementan di RNA 
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RNA con attività catalitica: hammerhead 
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RNA interference 




s 



! 



3' 



RNA a doppio filamento 



La nucleaM Dicer taglio 
l'RNA a doppio filamento 



TTT TTT TTT TTT TTT TTT Piccoli RNA interferenti (siRNA) 
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I mRNA a Mnoolo filamento 
v attaccano all'mRNA 



Figuro 7.16 "RNA interference" 
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DNA ha un'origine virale 



BASE 

INVADERS 

Could viruses have invented DNA as a way to sneak 
into cells? John Whitfield investigates. 




Il DNA ha un'origine virale? 



NEWS 



Did DNA Come From Viruses? 



Research that began with a study of replication enzymes used by bacteria 
has led to a controversial theory: Viruses may have helped shape ali three 
major domains of life 

RNA WOfW RNA to DNA trampoli 
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The eukaryotìc replicative DNA polymerases are similar to those of large DNA 
viruses of eukaryotìc and bacterial T4 phages but not to those of eubacteria. We 
develop and examine the hypothesis that DNA virus replicatìon proteins gave rise 
to those of eukaryotes during evolutìon. We chose the DNA polymerase from 
phycodnavirus (which infects microalgae) as the basis of this analysis, as it 
represents a virus of a primitive eukaryote. We show that it has significant 
similarity with replicative DNA polymerases of eukaryotes and certain of their large 
DNA viruses. Sequence alignment confirms this similarity and establishes the 
presence of highly conserved domains in the polymerase amino terminus. 
Subsequent reconstruction of a phylogenetìc tree indicates that these algal virai 
DNA polymerases are near the root of the clade containing ali eukaryotìc DNA 
polymerase delta members but that this clade does not contain the polymerases of 
other DNA viruses. We consider arguments for the polarity of this relatìonship and 
present the hypothesis that the replicatìon genes of DNA viruses gave rise to those 
of eukaryotes and not the reverse direction. 
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Distanza genetica 
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Mutazioni ed evoluzione 




Regioni "meno importanti 1 ' mutano più rapidamente 

• introni 
pseudogeni 

• terza posizione dei codoni 

• regioni periferiche delle proteine 



• Regioni "più importanti" mutano meno rapidamente (o sono 
immutabili) 

• residui critici per la struttura 

• residui critici per la catalisi 
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Evoluzione introni 
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Evoluzione introni 




E soni 

Gene di una 
globina di un 
vertebrato 

Dominio 1 J Dominio 4 

Domini 2 e 3 

Figura 15.19 Un gene di una glotxna di un vertebrato che 
mostra la relazione tra i tre esoni e i quattro domini della pro- 
teina. 
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Teoria esonica dei geni 

Pìccoli WH - 

Genoma primordiale 

o o o . 

iiii 

• o o o • 





Figura 18.24 La teoria esonica dei geni. 



e, pc produrre un enzima atlp/o, 
vevano associarsi formando prete ne 3 
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Singolo gene discontinuo 




Geni per istoni primitivi 

Piccole proteine che si uniscono a formare nucleosoma 

Geni per istoni: 

non hanno introni 

mRNA non hanno coda poli-A 

sono molto conservati 

sono presenti in copie multiple 
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Riarrangiamento esoni 




trasporto* 



noni i a 




esone 3A 



estremità trasposoniche 



GENE A, che contiene nei suo» introni 
due elementi trasponiteli simili 



ESCISSIONE ANOMALA DELL'ESONE 2A 

A OPERA DELLA TRASPOSASI CHE RICONOSCE 

LE ESTREMITÀ DISTALI D< DUE TRASPOSONI DIVERSI 



frammento 
del GENE A 



esone 2A 

— 



esone 1B esone 2 B 

I ■ 



esone 1B esone 2B 



• ■ 



esone 3B 

/ 



GENE B 
nonnaie 



INSERZIONE IN MEZZO AL GENE B 
esone 2A 

I I I 



esone 3B 

J 

I 



NUOVO GENE 
con un esone in più 
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Riarrangiamento esoni 



mtrone 



esone A 



ttQ HI B 




cromosomi 
omologhi 



DISALLINEAMENTO 

noni B 



esone A 



esone B 



esone A 



esone B 



RIC0MBINA2I0NE SFALSATA 
esone B 



cromosoma più lungo 



esone A 



cromosoma p«ù corto 



Origine di nuove proteine 
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\/f Arnaldi B«n«doRi Pesol» Pievani Bk>log.a Molecolare Copyright 2011 C€A Casa Edifica» Ambrosiana 
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Domini proteici 




HpN 



EGF 

H 2 N =0= COOH 

CHIMOTRIPSINA 

H 2 N <^= COOH 

UROCHINASI 
H 2 N =0=CMS>= COOH 
FATTORE IX 



PLASMINOGENO 



COOH 
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Duplicazione genica 





Su un ungolo cromovoma 



Figura 15.15 I trasposo ni possono promuovere eventi di ri- 
combinazione tra cromosomi diversi o tra siti diversi dello 
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Riarrangiamenti cromosomici 
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Figura 18.28 II cromosoma umano 
numero 2 è il prodotto della fusione tra 
due cromosomi dello scimpanzè 
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Duplicazioni geniche 



Cromosomi 
omologhi 




Cromosoma 
con duplicazione 



Ceni ripetuti 
in tandem 




La ricombi nazione inizia 

a livello delle copie non omologhe 

del gene ripetuto 




Gli intermedi 
di ricombinazione 
sono risolti 




43 



Duplicazioni geniche 




Duplicazione (1% dei geni / milione anni) 



Divergenza per mutazioni (0.1% / milione di anni) 

— ^ — m •« i — 

La duplicazione genica è l'evento più frequente nell'evoluzione di nuovi geni e 
fmUioni (Lynch & Conerv, Science, 2000) 

■ 




Esiti della duplicazione genica 




Silcnziamento di una copia (pseuòogene) 



(Vita media di un 
gene 
duplicato 3-8 My) 



Mantenimento della funzione nelle due copie 



III) Il II 



(Es. 
tRNA) 



Acquisizione di una nuova funzione 



11 ff 



(Simile, oppure drasticamente 
diversa dalle funzione originaria) 
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Duplicazioni geniche 
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DNA mitocondriale 

Cyt6 



Tutto ImtDNA umano è espresso 




ND1 



ND2 



C02 



COI 



■ Geni dei tRNA 

H Regioni codificanti 

— » Indica la direzione del gene da 5' a 3' 

CO citocromo ossidasi 
ND NADH deidrogenasi 




■ Esoni ■ 

°'' } = SLtxjnilà iersib- a ohoom>::ina 
a9p} d*iaATPa*. 

oxi = subunità oei citooomo c 

box - citocromo b 
p&r = funzioni soonoaouie 
var = proteina deHla suburra mmor« 
del nt»sc<T\a 
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Esempio Rickettsia prowazeki 
Causa una forma ti tifo epidemico 

Procariote parassita, non più ingrado di vivere indipendentemente, ma solo all'iterno 
delle cellule dell'organismo ospite. 

Da un punto di vista morfologico/genetico/funzionale, questo organismo è quello più 
"vicino", filogeneticamente, agli attuali mitocondri 

Perchè mitocondri organelli "separati"? 

Ipotesi tossicità ossigeno e radicali liberi. Meglio confinare questa reazione chimica 
"pericolosa" di ossidazione, all'interno di organelli specializzati 
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Cloroplasti 



I cloroplasti hanno più di 100 geni 



Q&ri 

Codificanti per RNA 

16S rRNA 

23S rRNA 

4 5S rRNA 

5S rRNA 

tRNA 

Espressione genica 
Proteine ribosomali 
RNA polimerasi 
Altri 

Funzioni dei cloroplasti 
Rubisco e tilacoidi 
NADH deidrogenasi 



Totale 



Tipi 



1 
1 
1 
1 

30-32 



20-21 
3 
2 
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Evoluzione molecolare: meccanismi 




•#OM2O*0CN<rCA 




Meccanismi di innovazione 
Mutazione nel gene 
Duplicazione genetica 
Scambio di segmenti 
Trasferimento orizzontale 
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Retrotrasposoni, HERV 
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Retrovirus endogeni (ERV) 

Alcuni ERV si replicano attraverso un meccanismo di reinfezione cellulare. Altri hanno 
un ciclo replicativo interamente intracellulare, mentre altri utilizzano entrambi i 
meccanismi (JM Coffin et al., Retroviruses,Cold SpringHarbor, New York, 1997) 



Trasposizione ERV: 

- re-infection 

- Rerotransposition 

- I retrotrasposoni correati con evoluzione genoma e malattie genetiche ereditarie. 
Cirda 0.3% malattie genetiche nell'uomo sono causate da elementi trasponibili 
come le LINE. 

- Altre correlazioni: XMRV in pazienti con Chronic Fatigue Syndrome; anche 
correlazione con tumore alla prostata 

- Studi difficili con retrovirus endogeni, rischio contaminazioni campioni da 
analizzare 



Retrotrasposoni 



ti* 



I retrotrasposoni hanno trascrittasi inverse 



Retro 
virus 
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Omologia con gag 



poi 



int 




RT retrovirale, ha omologie con altre polimerasi, con telomerasi ecc. Ecc. 



Retroelementi nel genoma umano 




HERV (completo) j LTR A Q0Q P° l env -JTR_ 



HERV (difettivo) ' LTR > f gag poi — — [ 
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Retroelementi nel genoma umano 




Classificazione complicata, man mano che venivano scoperti e descritti, mancava 

visione unitaria in era pre-genomica 

Attualmente classificazione basata su alberi filogenetici 

Retrovirus endogeni (ERV): principali famiglie 
I cerchi colorati indicano le diverse classi (I, II, III) 

I nomi in colore indicano retrovirus attivi (ossia in grado di re-integrarsi nel genoma) 
C. Stocking et al. CML 65, 3383 (2008) 

Importante studio retrovirus endogeni: 

- Xenotrapianti (alcuni ERV presenti nel maiale possono infettare i primati) 

- Terapia genica (utilizzo di vettori retrovirali che possono complementare funzioni 
inattive in HERV endogeni) 



Syncytin 



Viruses in Human Pregnancy 

In the year 2000 we disco vered the first human endogenous retrovi rus 
(HERV) that fused human cells to form the normal placenta. You see it as 
the dark blue staining around the edges of the placental fìnger-like processes 
on the illustra tion above. In 2002 we discovered a second virus that helped 
to prevent the maternal immune re)ection of the human foetus in the womb. 
Today we know of 8 différent viruses within our genome that play an 
important role in human pregnancy. 
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Kndofctnoiis ritroviral \v noi in: compilation 

of ex peri montai rescarch on syncvtin and its possi ole rolc 

in no miai and disturbed human placcntogencsis 




Endosymbiotìc ERVs in mammals 

During pregnancy in viviparous mammals (ali mammals except Monotremes ) f ERVs 
are activated and produced in high quantities during the implantation of the embryo. 
They are currently known to possess immunosuppressive properties, suggesting a 
role in gestational immune tolerance f protecting the embryo from its mother's 
immune system. Also virai fusion proteins apparently cause the formation of the 
placental svncvtium [4] in order to limit the exchange of migratory cells between the 
developing embryo and the body of the mother (something an epithelium will not do 
sufficienti, as certain blood cells are specialized to be able to insert themselves 
between adjacent epithelial cells). An immunoevasive action was the initial normal 
behavior of the virai protein, in order to avail for the virus to spread to other cells by 
simply merging them with the infected one (HIV does this too). It is believed that the 
ancestors of modem viviparous mammals evolved after an infection by this virus, 
enabling the fetus to better resist the immune system of the mother.^f] 
The human genome project found several thousand ERVs classified into 24 families.^ 



Syncytin 





Syncytin is a captive retro/irai 

enueiope protei n invdved 

in human piacental morphogenesis 
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A key function of placenta is to prevent contact between foetal antigens and the 
mother blood cells 

This is achieved through fusing cells of the junctional zone into a single confluent 
sheet, rather like a plastic membrane with no celi walls 
Fused membrane is known as syncytium 

Protein that enables these cells to fuse at the junctional layer, is an envelope gene, 
env, of a human endogenous retrovirus, known as HERV-W 




Sancititi: rtnlution ofthi* hutnun pUiritta and 
potential thentpeutic tarati in caimcr 
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Retrovirus endogeni e sterilità 




Cromosoma Y: 

Non ricombina 

16 HERV su Y, promotori attivi nella spermatogenesi 

Alcune forme di sterilità maschile correlate a delezione regione AZF (azoospermia 
factor), fiancheggiata da due HERV: ricombinazione ed escissione 




Duplications of the AZFa reo. io n of the human 
Y chromosome are mediated by homologous 
recombination between HERVs and are 
compatible with male fertlltty 



(lana Boactt and Mkart K Jofettag* 




Ricombinazione a livello cromatidi omologhi... ineguale, interessa HERV in diverse 
posizioni. 

Ricombinazione fra HERV sembra essere anche all'origine di formazione di "blocch 
di geni... 

E' quel che accade per le sequenze codificanti geni MHC di classe I, associate ad 
HERV-16S. 



Attività RT nell'embriogenesi precoce 




Gene 
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Retrotransposons, reverse transcriptase and the genesis of new genetic information 
llaru Scumanna. Patrizia Vitullo. Angela Curatolo. Corrado Spadafora* 




Corrado Spadafora, ISS. 

Ha scoperto attività RT nei primissimi stadi di divisione cellulare, dopo formazione zigote. 
In presenza di farmaci anti-RT, lo sviluppo embrionale si arresta allo stadio di 4 cellule. 
Retrovirus endogeni ruono nelle fasi iniziali dell'embriogenesi nei mammiferi? 



Abstract 

This review summarizes emerging evidence that LINE-1 (Long Interspersed Nuclear Elements) 
-encoded reverse transcriptase (RT) regulates fundamental biological processes. Earlier 
studies showed that sperm cells can be used as vectors of both exogenous DNA and RNA 
molecules in sperm-mediated gene transfer assays. During these studies, a sperm 
endogenous RT activity was identified, which can reverse-transcribe exogenous RNA directly, 
or DNA molecules through sequential transcription and reverse transcription. Resulting cDNA 
copies generated in sperm cells can be delivered to embryos at fertilization, further 
propagated in tissues as low-copy extrachromosomal structures and transmitted to the 
progeny in a non-mendelian fashion. Being transcriptionally competent, they can induce 
phenotypic variations in positive tissues. An RT activity is also present in preimplantation 
embryos, and its inhibition causes developmental arrest in early preimplantation stages, 
paralleled by an extensive reprogramming of gene expression. In analogy with this, drug- 
mediated inhibition of RT activity, or RNA interference-mediated silencing of human LINE-1, 
reduce celi proliferation and induce differentiation in a variety of cancer celi lines. 
Furthermore, RT inhibition in vivo antagonizes the growth of human tumors in animai 
models. As a whole, these data implicate a RT-dependent machinery in the genesis of new 
genetic information in spermatozoa and in normal and pathological developmental 
processes. 



Retrovirus endogeni come simbionti? 




Sequenze retrovirali endogene controllano livelli di espressione di: 

Gene Cheratina 

Geni coinvolti nell'immunità 

Ormone paratiroide 

Human Breast Cancer Gene BRCA-1 

Gene amilasi 

Gene correlato al tumore di Wilms 



HERV-W: 

Env produce syncvtin-1. Espressa in cellule nervose, correlazione schizofrenia 



HERV-K113: 

Localizzato su cromosoma 19, ma presente solo nel 29% della popolazione, di 

origine Africana, Asiatica e Polinesiana 

Inattivato solo da singola sostituzione aminoacidica in gag 
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